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論 文 内 容 要 旨
非 ステロイ ド性抗炎症剤(nonsteroidalanti-inflammatorydrugs,NSAID)は,慢 性炎症疾患 およ
び急性瘍 痛疾患 などの治療 にお いて,抗 炎症,鎮 痛お よび解熱作用 を期待 して広 く使用 されて いる薬剤群
であ る。1971年,Vaneに よ りこれ ら一群の薬剤の作用 は,prostaglandin(PG)endoperoxidesynthase
(cyclooxygenase:COX)活 性 阻害 によ るPG産 生抑 制作 用 に基づ くことが報 告 され た。 特 にEtype
のPGは 炎症時 の血管透過性元進 や疹痛 に対す る増強因子 として主要 な働 きを して い る炎 症 性chemical
mediatorで あ り,NSAIDは 炎症局所 における過剰 なPG産 生 を抑制す るこ とに よ り炎症 反応 を抑 制 す
る。一方,COXは ほとん どの細胞に広 く分布 する酵素で あり,こ れによ り産生 され るPGは 生 体 の恒常
性維持 に重要 な役割 を果 た している。炎症性疾患 にNSAIDを 投与す ると,炎 症反応 だ けでな く,生 体恒
常性維持 に必要 なPG産 生 も抑制 されるこ とにな り,主 に消化管お よび腎な どの臓器 に障害 が引 き起 こさ
れ る。薬効 の増強 および副作用 の軽減 を目指 して多数 のNSAIDが 開発 されて きたが,一 般 的に薬効 が強
力 なNSAIDは 副作用 も強 く,そ の有用性 にお いて,古 くか ら使用 されてい るaspirinを 基本 的 に越 え る
もので はなか った。
1991年,immediate-earlygeneを 解析 していた複数の グルー プか ら,こ れまで に報告 されていたCOX
『の ア ミノ酸配 列 と約60%の 相 同性 を示す遺 伝子 発現産 物 が報 告 され た
。 この蛋 白質 は,COX活 性 と
hydroperoxidase活 性 の両方 を持っ ことが明 らか にな り,COXのisozymeと して,こ れ まで のCOX
(1型cyclooxygenase:COX-1)に 対 し,2型cyclooxygenase(COX-2)と 呼 ばれ るよ うにな った。
COX-1は ほとん どあ らゆ る細胞 に広 く存在す る構成酵素 であ るのに対 し,COX-2はmitogenや 炎症 性
cytokineな どの刺激 によ り短時 間に多量 に合成誘導 され る誘導酵素であ るこ とか ら,炎 症反 応 に お ける
関与 が示 唆 されてい る。
NS-398(皿[2-cyclohexyloxy-4-nitrophenyl]methanesulfonamide)は,筆 者 らによ って新規抗
炎症薬 の開発 の過程 で見 いだ され,COX-2に 選択性 の高 い阻害作 用を持 っ ことが 明 らか にされ た化 合物
であ る。本研究 で は,ま ずNS-398の 主作 用であ る抗炎症 ・鎮痛 ・解熱作用 ・並 びに副 作 用で あ る胃粘膜
に対す る傷害作用 を数種 の病態 モデルを用 いて他剤 と比較 し,そ の有用性を明 らか に した(第1章)。NS-
398は,そ の胃傷害 の発生 が従来 のNSAIDに 比較 して格段 に少 ない ことが特 長的 で あ った こ とか ら,い
くつか の実験 的潰瘍 モデルを用 いて解析 を行 い,NS-398が 胃粘膜 にお けるPGE2産 生 を ほ とん ど抑 制 し
な いことを明 らか に した(第2章)。 さ らにラ ッ ト空気 嚢型carrageenin炎 症 モデ ルを用 いて,NS-398
のPG産 生 抑制作用 の部位選択性 につ いて検討 し,炎 症滲 出液中のPG量 低下作用 に比 べ て,胃 粘膜 お
よび腎 にお けるPG量 低下作用が格段 に弱い ことを明 らか に した。 また,炎 症組織 およ び非 炎 症組織 に
お けるPGE2産 生 に対す る作用 を比 較す ることによ り,NS.398のPG産 生抑制作 用 は炎 症組 織た 選択 的.
であ ることを明 らか に した(第3章)。
Lipopolysaccharide(LPS)刺 激 によ りヒト単球(加 ひ`6ro)お よ びマ ウス腹 腔 マ ク ロフ ァー ジ(加
ひ`ひo)に お いてCOX蛋 白質のdenovo合 成 を伴 うCOX活 性 の増加が報告 されて いたが,そ の後,新 た
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に誘導 されるCOXはCOX-2で あ ることが判明 した。NS-398は,従 来 の ヒツジ精嚢 腺 ミク ロ ソームの
COX活 性 に対 して は弱 い阻害作用 しか示 さない ことか ら,COX-2に 対 して選択的 な阻害作 用を示 す可能
性が示唆 され た。 そこで,ヒ ッジ精嚢 腺 ミク ロソーム由来 のCOX-1精 製 酵素 お よび ヒツ ジ胎 盤 由来 の
COX-2精 製酵素 を用 いて,NS-398の 両酵素 活性 に対す る作用を 加 臨roに お いて検討 した。 そ の結果,
NS-398はCOX-2活 性 を選択的に阻害 し,COX-1活 性 に対 して はほとん ど作用 を示 さな い ことが明 らか
になった(第4章)。 さ らにラ ッ トendotoxinshockモ デルを確立 し,加 伽oに お け る炎 症時 のPG産
生 充進 とCOX-2の 発現 にっ いて解析を行 った。 本 モデ ルを用 いてNS-398のCOX-1活 性 お よびCOX-2
活性 に対す る作用を検討 し,NS-398が 加 ひ`ooに おいて もCOX-2活 性 に選択的 な阻害作 用 を示 す こ とを
明 らか に し,COX-2を 選択 的に阻害す る 彊SAIDの 有用性を示 した(第5章)。
第1章NS-398の 抗炎症 ・鎮痛 ・解熱作用 および胃粘膜傷害作 用
NS-398の 抗炎症作用(ラ ッ トcarrageenin足 浮腫法,ラ ッ トadjuvant関 節炎 法),鎮 痛 作 用(ラ ッ
トadjuvant関 節炎法,ラ ッ トyeast足 浮腫法,マ ウス酢酸writhing法)お よび解熱作用(ラ ッ トLPS
発 熱法)に っいて解 析 し,そ の作 用をindQmethacin,diclofenacNaお よび10xoprofenNaの 作 用 と比
較 した。NS-398の 作用 は,総 じて これ ら既存 の強力なNSAIDと ほぼ同等 の薬効 を示 した。 一 方,ラ ッ
トに薬物 を単 回投与 した時の胃粘膜傷害 の発生 を検討 した ところ,こ れ らの対 照薬 はほぼ薬効用量 か ら胃
粘膜傷 害を発 生 させたの に対 し,NS-398は1,000mg/kgと い う大量投与 によって も明確 な 胃粘 膜 傷害 を発
生 させなか った。次 にNS-398の 胃粘膜傷 害作用 がその薬効 に比べて極 めて弱 い ことの機序 につ いて検討
した。1
第2章NS-398の 胃粘膜傷害作用お よび酸分泌に対 する作用
水浸拘束 ス トレス負荷 ラッ トにおける胃粘膜傷害 に対す る作用,胃 酸分 泌 に対 す る作 用 お よび胃粘 膜
PGE2量 に対 す るNS-398の 作 用 につ いて検 討 した。 水浸 拘束 ス トレス負荷 によ る胃粘膜 傷害 に対 し,
indomethacinは 用量依存的な増悪作 用を示 したが,NS-398は 有 意 な作用 を示 さな か った。 また,胃 酸
分泌 に対 す る作用を検討 した ところ,2-deoxy-D-glucose刺 激 に よる胃酸分泌 に対 し,indomethacinは
増加作 用を示 したが,NS-398は 有意 な作用を示 さなか った。さらに,胃 粘膜PGE2量 に対 し,indomethac
inは 薬効用量で低下作用 を示 したが,Ns-398は 低下作用を示 さなか った。従 って,Ns-398の 胃粘膜 傷害
の発生 が極 めて少 ないのは,胃 粘膜 にお けるPG産 生 を低下 させな いためであ ることが示唆 された。 そ こ
で,次 にNS-398のPG産 生抑制作 用の部位選択性 にっ いて検討 した。
第3章NS-398に よるPG産 生抑制作用の炎症部位選択性
ラッ ト空気嚢型carrageenin炎 症 モデルは,炎 症滲出液を採取 し炎症に関与する各種chemicalmediator
につ いて定量 的に測定す る ことが可能で あるため,抗 炎症薬 の薬理生化学 的解析 に繁用 されてい る炎症 モ
デルであ る。起炎剤 と して空気嚢 内にcarrageenin溶 液 を注入 し,空 気嚢内の滲出液中のPGE2,6-keto一'
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PGF1、 およびTXB2量 を測定 した。同時 に,胃 粘膜 および腎を採取 してPG量 を測定 した。NS-398は,
炎症 滲出液中のPG量 を強 く低下 させ たのに対 し,胃 粘膜 および腎にお けるPG量 の低下 作用 は滲出液に
比 べて弱い ものであ った。 この作用 の差 は,部 位の違いによ るもので あるのか,ま た は炎 症の有無 による
ものであ るのかを明 らかにす るたあに,以 下 の検討を行 った。す なわち,ラ ッ トにNS-398を 投与 後,炎
症組織 と してcarrageenin溶 液 を注入 して炎症を惹起 した空気嚢内周辺組 織 を,ま た非炎 症組 織 と して
空気嚢 のみ作成 した ラッ トの同様 の部位 を採取 し,そ れぞれの組織 のPGE2産 生 に対 す る作用 を検 討 し
た。 その結 果,NS-398は 炎症組 織 にお けるPGE2産 生 を強 く抑制 したが,非 炎症組織 におけるPGE2産
生 は抑制 しなか った。従 って,NS-398のPG産 生抑制作用 は,炎 症部位 に選択 的で あ る ことが明 らか に
な った。非炎症部位 である胃粘膜 および腎 にお けるNS-398のPG産 生抑 制作 用 は,炎 症組 織 に比 べ て
極 めて弱 く,そ のためNS-398の 胃粘膜傷害 および腎障害の発生 が少 ない ことが示唆 された。
第4章NS-398のCOX-2選 択的阻害作用(ゑπoεかo)
COX-2蛋 白質 の発現 レベル は通常 は非常 に低 いが,炎 症細胞 において はさまざ まな刺 激 に よ って短 時
間 に誘導 される ことが報告 され,炎 症 時のPG産 生元進 にお けるCOX-2の 重要性が示唆 され て い る。 従
来 の ヒッ ジ精嚢腺 ミク ロソームのCOX活 性 に対 するNS-398の 阻害作用 は,そ の抗 炎症 作用 に比 べ て相
対 的 に弱 い ことか ら,NS-398はCOX-2活 性 に対 して選択的な阻害作用 を有す るので はな いか と考え,両
酵素 に対す る阻害作用 を 厩 漉roで 検討 した。 ヒッジ精嚢腺 由来COX-1精 製酵素標品 および ヒッジ胎 盤
由来COX-2精 禦酵 素標 品 を用 いた活性 測定 系 にお いて解 析 した結 果,NS-398はCOX-2活 性 に対 ・し
indomethacinと 同程度 の阻害作用 を示 したのに対 し,COX-1活 性 に対 して はindomethacinと は異 な り
ほとん ど阻害作 用を示 さない ことが明 らかにな り,NS-398はCOX-2活 性 に対 して選択 的 に阻害 す る作 用
があ ることが強 く示唆 された。
第5章 ラ ッ トendotoxinshockモ デルにおけるCOX-2の 発現 とPG産 生並 び にNS-398のCOX-2選
択 的阻害作 用(召π0`00)
PGは 炎症だ けで な く他 の病的状態や生理 的状態 において も機能調節因子 として作用 してお り,そ の産
生 に はCOX4お よびCOX-2が 関与 していると考え られ る。COX-1お よびCOX-2の 発現 パ ター ンは,
細胞 お よび刺激 の有無 に よって異 な ってお り,そ の生理 的意義 を解析す ることは極 めて重要である。COX-
1お よびCOX-2の 発現調節 にっ いて,`η 臨roの 系で の検 討が行 われているが,`π び`ひoにお ける報 告 は
少 ない。 そ こで,ラ ッ トendotoxinshockモ デルを確立 し,Zπ 伽oに おけるCOX-2の 発 現 にっ いて検
討 した。 さ らに,本 モデルを用 いてNS-398の`π 伽oに おけるCOX-1活 性 およ びCOX-2活 性 阻害 作用
につ いて検討 した。 ラッ トにarachidonicacid(AA)を 静脈内投与 した時の血漿 中PG量(COX活 性)
は,あ らか じめLPSを 静脈 内投与 した ラッ ト(LPS投 与 ラ ッ ト)で は,LPSを 投与 しない ラッ ト(非 投
与 ラ ッ ト)に 比 べ て 十 数倍 以 上 に増 加 した。 この時,大 動 脈 組 織 お よ び末 梢 血 白血 球 中 のCOX-
2mRNAレ ベルが上昇す ることが認 め られたが,COX-1mRNAに は変化 がなか った。 さらに大動 脈 内皮
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細胞 にCOX-2蛋 白質が誘導 されてい ることが確認 された。 また,LPS投 与 ラ ットにおいて,AAの 投 与
前 にaspirinを 投与 してCOX活 性 を阻害 してお いて も,そ の後COX活 性 は経時的 に上昇 した。 従 って,
LPS投 与 ラッ トにおけるCOX活 性の上昇 は,COX-2蛋 白質 のdenovo合 成 に よる もの と考 え られ た。
ステ ロイ ド性抗 炎 症 薬dexamethasoneが 炎 症 時 のPG産 生 元 進 を抑 制 す る機 序 の ひ とつ と して,
dexamethasoneがCOX-2の 発現を抑制 す ることが報告 されている。本モデルにおいて,dexamethasone
はLPS投 与 ラ ッ トのCOX活 性 を抑制 したが,LPSを 投与 しない ラッ トのCOX活 性 に対 して は作 用 し
なか った。 これ らの結果 よ り,LPSを 投与 していないラ ッ トにおけ るCOX活 性 はCOX-1活 性 を,LPS
投与 ラッ トにおけ るCOX活 性 はCOX-2活 性を主 と して反映 して いることか ら,本 モデ ルを用 いて,両
酵素活性 に対 す るNSAIDの 阻害作用 を`π 伽oで 比較す ることができる と考 え られ た。NS-398は,LPS
投与 ラッ トにおけるCOX活 性 を薬効量で抑制 したが,LPSを 投与 しない ラッ トにお けるCOX活 性 に対
しては高用量 で も抑制作用 を示 さず,従 って,NS-398は`π 厩roだ けでな く 厩 伽oに おいて もCOX-2
に選択的 な阻害作用 を示 す ことが明 らか にな った。
本研究 において,新 規抗炎症 薬NS-398の 薬 効薬 理作用 および作 用機序 につ いて,加 読roお よび`几
ひ`ひoでの解析 を行 った。 その結果,NS-398は,非 常 に高 いCOX-2選 択 的 阻害作 用 を有す る初 め ての化
合物で ある ことが 明 らか にな った。NS-398は,indomethacinと 同程度 の強 い薬効 を示 す に もかか わ ら
ず,胃 粘膜傷害 の発生 は極 めて弱 いことか ら,COX-2選 択 的陽害薬 は,薬 効 と副作 用 が分離 され た有 用
な抗炎症剤 になる可能性が示唆 された。
生 体 にお けるCOX-1お よびCOX-2の 分布 と役割 を明 らか にす ることは,さ まざ まな生 体 反応 の解 析
に非 常 に重 要で あ り,そ のための ツール としてNS-398は 極 めて有用性 の高 い化合物 で あ る ことが示 され
た。
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審 査 結 果 の 要 旨
非 ステロイ ド性抗炎症剤(NSAID)は,慢 性炎症疾患及 び急性痺痛疾患 な どの治療 において,抗 炎 症,
鎮 痛及 び解熱作用 を期待 して広 く使用 されて いる薬剤群 である。 これ ら薬剤 の標 的であ るprostaglandin
(PG)endoperoxidesynthase(cyclooxygenase:COX)に2っ の アイ ソザ イムが発見 され,従 来 か
ら知 られていた ものをCOX-1,新 しく見 出された ものをCOX-2と 呼んで いる。COX-1は,ほ とん どの
組織 に構成 的に発現 して いるの に対 し,COX-2は 比較的限 られた細胞 にお いて様 々 な刺激 によ り誘 導 さ
れる。本論文 では,新 規NSAIDで あるNS-398が,COX-2に 対 して選択 的な阻害作用 を有す ることを初
めて報告 し,そ の開発を通 して炎症 にお けるCOX-2の 発現 と役 割 にっいて研究 を行 った。
まず,NS-398のCOX-1活 性及 びCOX-2活 性 に対 す る作 用 を,そ れ ぞれ の精製酵 素 標品 を用 いた`η
漉roの 系 を用 いて検討 した。NS-398は,COX-1に 対 してはほと'んど阻害作用 を示 さず,COX-2に 対 し
て選択的な阻害作用を示 した。
次 に,COX-1及 びCOX-2の 発現及 びその活性 にっいて,ラ ッ トエ ン ドトキ シ ンシ ョックモデ ルを用
いて`π ひ`ひσでの解析 を行 った。、無処理 ラッ トの胸部大動脈組織及 び末梢血 白血 球 にはCOX-1のmRNA
のみ認 め られ,COX-2のmRNAは 認 め られなか ったが,LPSを 投与 す るこ とによ り,こ れ らの組織
細 胞中のCOX-2mRNAレ ベルが上昇 した。LPS投 与 ラッ トのCOX活 性 は,無 処理 ラ ッ トに比 べて著 し
く増加 して いた。NS-398は,COX-2活 性 を反 映す ると考 え られ るLPS投 与 ラ ッ トにお け るCOX活 性
を抑制 したが,COX-1活 性 を反映す ると考え られ る無処理 ラッ トのCOX活 性 に対 して は,抑 制 作 用 を
示 さなか った。 このように,NS-398は`η 厩roだ けでな く`π ひ6∂oにおいて もCOX-2に 対 し選択 的 な抑
制作 用を有す ることを明 らかに した。 さ らに,ラ ッ トの空気嚢型 カ ラゲニ ン炎症モ デルを用 いて,各 組織
にお けるPG量 に対す る作用を検討 した。NS-398は 炎症滲出液 中のPG量 を強 く低下 させ たが,胃 粘 膜
組織及 び腎組織 にお ける低下作用 は著 しく弱 く,NS-398のPG産 生抑制作用 は,炎 症組 織 に選択 的 で あ
る ことを示 した。
最後 に,各 種動物 モデルを用 いて,NS-398の 抗炎 症 ・鎮痛 ・解熱作用及 び胃粘膜 傷害 の発生 につ いて
解析 した。NS-398は,臨 床 で繁 用 され てい る強 力 なNSAIDで ・あ るindomethacin,10xoprofenNa,
diclofenacNaと ほぼ同程度 の抗炎症 ・鎮痛 ・解熱作用 を示 したが,胃 粘 膜傷害 の発生 は極 めて少 なか っ
た。以上 の研究 によ り,COX-2選 択 的阻害薬 は副作用が少 ない有用 なNSAIDに なる可能性 を示唆 した。
よ って,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認 める。
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